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口腔扁平上皮痛 に お ける癌細胞 の 運動能と浸潤様式 と の 関連 を明ら か に する目的で , 浸潤様式の 異なる3種類の 口腔扁
平上皮癌細胞株(O S C20,3塑;O S C 19,4C型;H O C 313,4D型)を用 い て細胞 の 運動能 を比較検討す る とと もに , それ ら の 運動能
に関与す る運動促進因子の 発現と機能 に つ い て検討 した . 金 コ ロ イ ド法 を用 い て細胞の 運動性を測定 した と こ ろ , 血清存在下
での 運動能は H O C 313細胞が最も高く , 次 い で O S C19細胞 , OS C20細胞 の 順 で あ っ た が , 無血清培地 で は H O C 313細胞の み
が大きな連動能 を示 した. こ の 結果か ら H O C313細胞 が運動促進因子を自 ら産生 して い る こ とが 推測 され た . こ れ ら の 細胞 に
おける 自己分泌型運動促進因子(a uto crin e m otilityfa cto r, A M F) 遺伝子の 発現 を検討 した結果, い ずれ の 細胞 で も mR N Aの 存
在が認め ら れ た が H O C 313細胞で特 に強く発現 して い た. また A M F に対す る免疫組織化学染色 で は H O C 313細胞の み にA M F
蛋白の 存在が認 め ら れ , また抗 A M F抗体 に より運動性 が抑制 さ れ た こ と か ら , H O C 313細胞が自己運動促進因子 と してA M F
を産生 して い る こ と が 明 らか にな っ た . 扁平上 皮痛細胞 が A M Fを産生 ･ 分泌 して い る の を証明 した の は本研究が初 め て で あ
る. A M Fレ セ プ タ ー の mR N Aの 発現 は い ずれ の 細胞 に も認 め られ た が , レ セ プ タ ー 蛋白 の 存在量は H O C 313細胞 > O S C 20細
胞 の 順 に高く , O S C 19細胞 で は 認 め ら れ な か っ た . A MF と同 一 ア ミ ノ 酸配列 を有する グ ル コ ー ス 6 - 1) ン 酸イ ソ メ ラ ー ゼ
短1u co s e6-pho sphateis orn e ra s e, G6PI) を作用させ る と, H OC 313細胞 と O S C20細胞 は濃度依存的に運動性 が完逸 し, こ れ は
A M F レ セ プ ター 蛋白の 発現量と相応 して い た . 分散 因子/ 肝細胞増殖因子(sc atte rfa cto r/hepato cyte gro wth fa cto r, SF/HGF)
に対 して ほ, H O C3 13細胞と O S C20細胞で濃度依存的な遁走性の 克進が認め られ た . フ ィ ブ ロ ネク チ ン 脚) rO n e Ctin, Fn)お よ
び ビ ト ロ ネク チ ン OTito ro n e ctin , Vn) に対す る遊走性 は H O C 313細胞で著 しく, O S C 20細胞で は認 め な か っ た . 以 上 より, 口
腔扁平上皮癌細胞 の 運動能と各種運動促進因子 に対す る感受性 は浸潤様式に よ っ て 異なり , 特 に4 D型 の 癌細胞 は自己分泌型
の 運動促進因子を産生 ･ 分泌 して 自 らの 運動能を高め , 周囲組織 へ び 漫性 に浸潤 して い くもの と考え られ た .
Key w o rds a utocrin e m otilityfa ctor, 丘bro n e ctin, m Ode of in v asio n, O r alsqu a m o us cellc arcin o m a,
S C atterfa cto r
がん の 特性で ある浸潤 ･ 転移と い う現象 は原発巣か らの 腫瘍
細胞の 離脱 には じまり, 細胞外 マ トリ ッ ク ス の 破壊 と周囲組織
へ の 浸潤, 脈管内 へ の 侵入 , 他臓器 へ の 着床, そ し て そ こ で の
増殖と い う過程 を通 して 成立す る. こ の･…･連 の 過程 の 中で 腫瘍
細胞の 持 つ 運動能は , 接着能, マ トリ ッ ク ス 分解能 と な ら んで
その 腫瘍の 浸潤能や転移能を左右す る重要 な形質の【L"一 つ と考え
られ てい る
l〕
が , 痛研究 に お い て比較的着手の 遅れ て い る分野
である . 最近, この 運動能 に関与す る因子と し て腫瘍細胞自身
が細胞外 に分泌 して 自 ら の 運動能を促進す る自己分泌型 の 自己
分泌型運動促進因子(a uto c rin e m otilityfa ctor, A M F)
2) 4)
や オ ー
トタ キシ ン (a utota xin)
5)(;)
, 浸潤刺激因子 (inva sio nstim ulating
facto r)
7川
, 遊走刺激因子 (migratio nstim ulatingfactor)
即l))
, 解経
国子(diss o ciatio nfa cto r)11), また傍 分泌型の 運動促進国子 と し
て分散因子 / 肝細胞増殖因子 (s c atte rfa cto r/hepato cyte
gro wth factor,S F/ H G F)L2) 1
L.)
,





l(hepato cyte gr o wth fa cto rlike pr otein)
1`')
,
C 3b様国■(･17), 線維芽細胞由来運動促進岡子(丘broblasトderiv ed
m otility たICtO r)
仰
な どが 次々 と発見さ れ , こ れ ら の 運動促進閃
の 発現と牒瘍細胞の 浸潤 ･ 転 移能 との 関係が 次第 に明ら か に さ
れ つ つ あ る. また , 既 存の サ イ ト カ イ ンや 細胞外 マ トリ ッ ク ス
成分 の な か に も 運動促進活性 を有す るもの が 存在 しl 醐＼ 運 動
促進閃了･ の A M F が増殖因子と し て 働く こ と も報告さ れ て い
る 21). しか しな が ら, こ れ ら の 運動促進園子の 作用機序は解明
さ れ て お らず, した が っ て 運動促進困了･ の 定義や 分類は今な お
確立 して い な い の が実状 である .
一 方 , 口腔扁平 上皮癌で は腫瘍 の 発育先進部 の 浸潤様式が組
織学的悪性度を評価す る上 で 重要と さ れ , Ja cobs so nらの
22' 分
類 を改訂 し たYa m a m ot ら2=う)の 分類が 口腔外科領域で広く採用
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され て い る. Yam a m oto ら はJa c obss o n分類 にお け る 高度浸潤
型の 4型 を , 4 C型 (索状の 胞巣を形成 し て浸潤する塑) と悪性
度が さ ら に 高度 な 4 D型(胞巣 を つ く ら ず, び 慢性 に 浸潤する
型) と に 区分 した . 4 D型の 腫瘍 は 周辺組織 へ び 漫性 に浸潤 し,
早期 に頚部リ ン パ 節 へ 転移す るた め , 制御が 極め て 困難で , 予
後が 不良 と な る場合が多 い . しか しな が ら, こ の よう な 高度浸
潤痛の 発生機序や そ の 生 物学的特性 に関し て は い まだ 不明な点
が多く, 腫 瘍細胞の 運動能と の 関連性も明ら か で は な い .
そ こ で , 本研究で は痛細胞の 運動能と浸潤様式 と の 関連 を明
ら か にす る目的で , 浸潤様式の 異なる3種類の ヒ トロ 腔扁平上
皮癌由来の 細胞株 O S C 20(3型)
24)
, OS C 19(4C型)25), H O C 313
(4 D型)
郎)27)
を用 い て , それ ぞれ の 細胞 の 運動能 を比較検討 し た .
ま た, こ れ ら の 細胞 に お ける 自己分泌型運動促進因子 A M F
l卜 3)
と そ の レ セ プ タ
ー (gp7 8)2 恥
:}2)の 発現 に つ い て も検討 し た .
A M F は1986年 に Liotta ら
2)が ヒ ト悪性黒色腫細胞株 A 2058の 培
養液中か ら運動促進国子 を分離 して 命名したもの で ある が , 最
近, Wata n abe ら
‥一3)に よ っ て そ の 一 次構造 が解析 され , AM F は
解糖系酵素 の グ ル コ ー ス 6 - リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ (glu c o s e6-
pho sphate isom er a se, G 6PI) お よ び 神経栄養因子 の ニ ュ
ー ロ ロ
イ キ ン (n eu role ukin) と同
一 で ある こ とが 明ら か に され て い る .
本研究で は さ ら に, 主 と して線維芽細胞 か ら分泌 さ れ 腫瘍細胞
の 運動を促進す る こ と が報告 さ れ て い る傍分泌型細胞運動促進
因子 の S F/H G F, お よ び細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分で 細胞運動
促進括性を持 つ フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン (丘bro n e ctin, Fn)
34 卜 3 6)と ビ ト
ロ ネク チ ン (vitr o n e ctin , Vn)
37)hY3≦1)が 口 腔扇平上皮痛細胞 の 運動
能に影響を及ぼす か どうか に つ い て も検討を行 っ た .
材料お よび方法
Ⅰ . 使用細胞と培養方法
実験 に は浸潤様式の 異な る3 種類の ヒ トロ 脛扁平 上皮痛細胞
株 O S C 20, O S C1 9, H O C 31 3を用い た . O S C 20
24,は , 58歳女性
の 口 峡咽頭癌 の 頭部リ ン パ 節転移巣か ら 得 ら れ た細胞株 であ
り, ヌ ー ド マ ウ ス ヘ の 同所性移植 に より原発巣 と同
一 の 病理 組
織像が再現 さ れ
4 0)
, 浸潤様式 は山本 ･ 小浜分類 の 3型 に 分類 さ
れ て い る (国1刃 . O S C19
25)は, 61歳男性の 舌癌の 頚部 リ ン パ 節
転移巣か ら得 られ た細胞株で , 同様 に ヌ ー ドマ ウ ス へ の 同所性
移植 によ り原発巣 と同 一 の 病理 組織像 が再現 され
4t)}
, 浸潤様式
は 4 C型 に 分類 さ れ る (図1B). 両細胞株 は札幌医科大学医学部
口腔外科学講座の 小浜源郁教授, 横 井敏 一 博士か ら恵与 さ れ た .
H O C 313
2t;)27)は , 5 1歳女性 の 下顎歯肉か ら 口底 に お よ ぶ 扁平 上
皮癌 の 頚部 リ ン パ 節転移巣 か ら得 られ た 細胞株で あり原発巣の
浸潤様式 は4 D型で あ る (図1 C) (徳島大学歯学部第 一 口 腔外科
学講座 の 力丸浩 一 助 致授 より恵与). こ れ ら の 細 胞は 10 % ウ シ
胎児血 清(fetalbovin eser u m, FBS)(United Biote chn ologic al,
Victo ria, Au str alia), フ ア ン ギ ゾ ン2.5 mg/1(ブ リ ス ト ル マ イ ヤ
ー ズ , 東京), ペ ニ シ リ ン ･ ス ト レプ ト マ イ シ ン 混合液1000 00
単位/1(Bio Wh ittake r, Walke rsville, US A) を添加 し たイ ー グ ル
最小必須培地 (Eagle
'
s minim ale s s e ntial m ediu m , イ
ー グ ル
M E M) (日水製薬)に て5 % C O2, 37 ℃の 条件下で培養 した .
Ⅰ . 細胞運動能 の検討
1 . 金 コ ロ イ ド法
25× 25m m の カ バ ー グ ラ ス (桧浪硝子, 大阪)を ジ エ チ ル エ
ー テ ル : エ タ ノ ー ル の 1: 1溶液で 洗浄 して 火 炎滅菌 を行 っ た
後 , 1.0 % ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e s e ru m albu min, B S A)
Fig. 1. Histologic al featu res ofc a n c e r c elllin e s e mployed･ ㈱
An orthotopicimpla nt of OS C 20c ells･ T he cellsfor m edthe
tu m o rne sts (a rr o whe ads)20 days afte rthein o c ulatio ninto
the or al fl0 0 r Ofthe 6 w e ek- 01d fe m ale B A L B/c n u/n u mice
J川
･
T hehistologic al fe atu re s w e re similarto tho s e ofthe prirn ary
tu m o r. (B) An o rthotopicim pla ntof O S C 19c ells. The cells
for m edtypic alc ord
-1iketu m o r n e sts(a rr o wbe ads)afte rhaving
bee nin o c ulated into the n ude mic e. T hehistologic al fe atureS
w er e similartO tho s e of the prim a rytu m or. (C)The o riginal
tu m o r,fro m which H O C 313c ells w e r ede riv ed･ The c el
s
sho w ed a wide-Spre ad invasion classiBed a sgrade 4 D･ They
inv aded di仇1 Sivelyinto theinter stitialtis s u efro m theturn
Or
n e sts (a rro whe ads). H O C313c ells w e r e u ntra n spla ntablein
n ude mice . H Estain. Sc aleba rindic ate slOOFL m ･
口腔痛の 浸潤様式 と運動促進因子
(Mile s, Ka nkake e, U S A) に浸漬 し, 次 い で エ タ ノ
ー ) Vで 脱水 し
てB S Aを 固着 した 後, 風乾 し た . 金 コ ロ イ ドは 蒸留水11.O ml
に14.5 m M の AuC14H l･8 ml と, 36.5 m M の Na2C O:i6.O ml を
加えて滅菌 ビ
ー カ ー に 入 れ て 加熱沸騰 さ せ る と 同時 に, 0.1 %
ホル ム ア ル デ ヒ ド1.8 mlをた だち に加え混和後, BS A処理済み
カ バ ー グ ラ ス の 入 っ た3 5m m組織培養用 シ ャ ー レ (岩城硝子,
船橋) に2.O mlず つ 分注 し, 30分間放置 して グラ ス 面に 付着さ
せ た
41J
. リ ン 酸綬衛 生 理 食塩水 (pho sphate-buffe r ed s alin e,
PB S)(日水製薬) で過剰 な金 コ ロ イ ドを2回洗い 流 し た後 , 新
しい 35m m シ ャ
ー レ に 入 れ換え, シ ャ ー レ あた り5000個 の 細
胞を培養液 2 ml に懸濁 し, 5.0 % CO2 気相下 , 37.0℃で培養 し
た. 運動能 の 測定 は細胞付着確認後か ら2 0時間後 に無作為 に
約50個の 細胞 を抽出 して 写真撮影を行い , 細胞1 個当たりの 平
均運動面積を計測 した . まず, 10 % F B S加 イ ー グ ル M E M培地
にお ける各細胞 の 運動能を測定 し, 次 に以 下 の 条件で の 運動能
の測定 を行 っ た .
1)無血滴下 にお ける運動能の 測定
無血清培地と して0.1% B S A加イ ー グル M E M を使用 し た .
ただ し, 細胞の 播種か ら 1時間は10 % F B S加 イ ー グ ル M E Mを
用い , ス ライ ドグ ラ ス ヘ の 付着 を確認 し た後 に0.1 % B S A加イ
ー グル M E M で3回洗浄 し て新 しい 35m m シ ャ ー レ に 入 れ換
え, 無血清培養を行 っ た .
2)G 6PIの 運動促進効果 の 検討
A M F に よ る運動促進効果 を検討す る 目 的で , A M F と同 d の
ア ミノ 酸配列 を有す る G 6 PI珊 を用い て 運動能の 測定を行 っ た .
すなわち, 1, 10また は10 0単位/mlの ウサ ギ G 6PI(Tサpe Ⅳ,
Sigm a, St.Lo uis, U S A)を含む0.1 % B S A加 イ ー グル M E M中で
の各細胞 の 運動能を測定 した .
3)抗A M F抗体 によ る H O C 313細胞の 運動抑制効果の 検討
抗マ ウ ス A M F･ ウサ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体3
3) (群 馬大学医学
部整形外科学講座 の 渡辺秀臣講師か ら恵与)を M Ab Trap G Ⅲ
(Pharm acia, Up ps ala, Sw ede n) で精製 した . 蛋白濃度 はBio Rad
プロテイ ン ア ッ セ イ (Bio-Rad,Richm o nd, US A) を用い て定量し
た. 最終イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 濃度 が 8.8p g/ml となる よう に (血
清1 %相当量) 0.1 % B S A加 イ ー グ ル M E Mに て 調 整 し ,
ⅢOC 313細胞 の 運動 へ の 影響 を検討 した . 陰性 コ ン ト ロ ー ル に
は正常ウサ ギ血 清を同様 に分画 し等量 の イ ム ノ グロ ブ リ ンを涼
加して使用 した .
2 . トラ ン ス ウ ェ ル ･ チ ャ ン バ ー を用 い た細胞運動能測定
8pm 孔の トラ ン ス ウ ェ ル ･ チ ャ ン バ ー (Co star, Ca mbridge,
USA)を用 い て , 組換 え ヒ トH G F(Be cto nDickin s o n, Bedfo rd,
USA), ヒ ト血 祭 由来 Fn (岩城硝子), ヒ ト血 賛 由来Vn (岩城硝
子) に対する各細胞株 の 遊走能を測定 した . す なわ ち , 0.1 %
B SA加イ ー グ ル M E M培養液で, 5× 105/mlの 細胞浮遊液を調
製して , 上 部チ ャ ン バ ー に 5× 104 個 の 細胞(100pl)を播種 し,
下郎チ ャ ン バ ー に は0.5, 5, 25, 50ng/ml の H G F, 50pg/ml
のFn ま た は 10 0tlg/mlの Vn を 含 む 0.1 % B S A加 イ ー グ ル
M EM 培養液 を600pl加えて 5 % C O2気相下 , 37℃で9時間培養
した. 次 い で 上 下 チ ャ ン バ ー の 培養液を除去 し, 小綿球 で トラ
ンス ウ ェ ル の フ ィ ル タ ー 上 面を 拭い , 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ドで10分間固定 の 後 , ギ ム ザ染色液 (武藤薬品, 東京) で 5分
問核染色 を行 っ て 水洗乾燥 した. 最後 に メ ン プ レ ン を切り出し
てス ラ イ ドグ ラ ス に封入 した . 細胞運動能 の評価 は , フ ィ ル タ
ー




(ニ コ ン , 東京) の 200倍率で無作為 に30視野 を観察 し, 1 視野
あたり の 細胞数(平均細胞数± S D) で 表 し た.
Ⅲ . A M F お よ び A M Fレ セ プタ ー 遺伝子発現の解析
1 . ポ リ 仏)
十
R N Aの 抽出
100m m組織培養用 シ ャ ー レ (岩城硝子)で サ ブ コ ン フ ル エ ン
トと な っ た細 胞の 培養液を交換 し, 24時 間後 にQuick Prep
m R N A精製キ ッ ト(P har m a cia, Upps ala,Sw edeIl)を用い て ポ リ
(朗十 m Aを抽出 した .
2 . プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブの 作製
H O C 313細胞 の ポ リ(A)十R N Aを鋳型 と し て T O YOBO R T-
P C R キッ ト (Toyobo , 東 京) に よ り ニ ュ ー ロ ロ イ キ ン
(n eur ole uldn)
42) 瑚 お よ びJ9
- ア ク チ ン (a ctin)44)の cD N Aを作製 し
た . ニ ュ ー ロ ロ イ キ ン cD N A増幅用 プ ラ イ マ ー と し て , 5
,
-
C G G C C A A G G A T CCTTC G C-3
'
(cD N A塩基番号710-728)と 5
,
-
C A C A G A G G A G G C T G C AGA -3
'
(cD N A塩基番号1721-1702),
ま た /ヲ ー ア ク チ ン cD N A増幅 用 の プ ラ イ マ ー と し て は 5
,
-
G A C T G C A G T G G A T G A T G 〟Ⅰ甘Ⅰ
､
C G C C G C G-3' (cDNA 塩基番号
43-62 に相当す る配列 に制限酵素 凡才 J認識配列を融合 し た)と
5
'
↑G A T C T C C IT C T G C A G C C T G-3
'
(cD N A塩基番号993-974)の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを D N A合成装置 モ デ ル 39 2(Applied
Bio syste m s, California , U S A) に よ り合成 し, O P C カ ラム
仏pplied Bio syste m s) で 精製し た . ニ ュ ー ロ ロ イ キ ン お よ び /? -
ア ク チ ン と も上記 プ ライ マ ー を用い た 逆転写ポ リ メ ラ ー ゼ連銭
反応 (r e v er s etr an s criptio n-P C R, R T P C R) 法で そ れ ぞ れ約1 kb
の cD N A断片を増幅 し使用 した . ま た A M F レセ プ ター の プロ
ー ブ は2本鎖cD N A
2" (群馬大学医学部整形外科学講座の 渡辺 秀
臣講師より供与) か らヌ ク レ オ チ ドNo. 23～ 1291 に相当す る断
片 を切 り 出 し て 使用 した .
3 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
ポ リ 仏)
十
R N A 2llgまた は5 pgを66.7% ホル ム ア ミ ド, 2.93
M ホル ム ア ル デ ヒ ドで 5分間65 ℃ に て変性 した の ち急冷し ,
1.1 Mの ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を含 む1.5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル にて 電
気泳動を行 っ た 後, ハ イ ポ ン ド N
'
ナ イ ロ ン 膜 (Am e r sha m ,
Bu ckingha m shire, U K) に 転写 した . プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ
ョ ン は5 0 % ホル ム ア ミ ド, 5 × 食塩- リ ン 酸 ナ ト リ ウム ー エ チ レ
ン ジ ア ミ ン 四 酢酸液(0.9 M NaCl, 50 m M リン 酸~二水素ナ トリ
ウ ム pH7.7, 5 m M E D
′
Ⅰ且), 5× De nhaldt液 (1.0 % ポ リビ ニ ー
ル ピ ロ リ ド ン , 1.0 % B S A, 1.0 % フ ィ コ ー ル), 0.5% S D S,
200tlg/ml 変性 サ ケ精子D N A(Sigm a) の 組成よ り なる 15.O ml
の 溶 液 にて 42 ℃ で4時間培養 した . cD N A プロ ー ブ は Prim e-It
] ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー ラ ベ リ ン グ キ ッ ト (Str atage n e,
Califo r nia, U S A) と , [α -
:}2
p]デ オ キ シ シ チ ジ ン ニミリ ン 懐
(Am e rsha m) を用 い て 標識し た . 未 反応 の 遊離 ヌ ク レ オチ ドの
除去 は Nu cTr ap プ ッ シ ュ カ ラ ム (Str atage n e) で行 っ た . ハ イ
プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は, プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン と 同 じ組
成 の 5.0 miの 溶液 に25 ngの
=一2p標識プ ロ ー ブ を加え て42.0 ℃ で
20時間行 っ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 終了後, 2× SS C(0.3
M NaCl, 0.0 3 M クエ ン酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0), 0.1 % S DS にて
室温で 20分間2回, 42℃ で2 0分間2回 , さ ら に0.1× SSC,
0.1 % S D S で 42℃で 2回洗浄 し, バ イ オイ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ
ザ ー F UJⅨ B AS lOOO(富士フ イ ル ム , 浜松) に4 時間暴露 して
mR N Aの 定量を行 っ た . また Ⅹ線 フ イ ル ム を 同 山 フ ィ ル タ ー 晒
し - 80℃ にて オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ ー を行 っ た .
軋 A M F およびA M ∬レ セ ブタ † 蛋白発現 の解析
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蛋白 レ ベ ル で の A M Fの 発現 を免疫組織化学染色 にて , A M 甘
レセ プ タ ー の 発現を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 にて 解析 した .
1 . A M Fの 免疫組織化学染色
チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド(Nu n c, Nape rville, US A) に て細胞を疎な
状態で 3 日間培養 し, 培養液を除去 して1時間風乾 の 後, ア セ
ト ン : メ タ ノ ー ル の 1 :1溶液で 1分間固定 し た . A M Fの 一 次
抗体に は200倍希釈 した抗 マ ウス A M F･ ウサ ギ IgG抗体を4℃
で 15時間反応 させ , 二 次抗体 は西洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標識デ キ ス トラ ン 結合抗 ウ サ ギ IgG ･ ヤ ギ抗体 E N ⅥSIO N(ダ
コ ジ ャ パ ン , 京都) を便周 し た. 陰性 コ ン ト ロ ー ル に は
一 次抗
体と し て正 常 ウサ ギ の 血 清を用 い た . 発色 は3,3
'
- ジア ミ ノ ベ ン
チ ジ ン 四塩酸塩 (3,3,-diaminobe nzidinetetr ahydro chlo ride) (和
光純薬, 大阪) を使用した .
2 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法
100m m組織培養用 シ ャ ー レで コ ン フ ル エ ン トの 状 態 に達 し
た 各細胞を P B S で 3回洗浄 し た 後 に5 mlの 無血 晴 イ ー グ ル
M E M に交換 して 更 に48時間培養 し, P B S で リン ス 後 10mlの
P B Sを加えて セ ル ス ク レイ パ ー で 剥離 し遠心分離を行 っ た . 細
胞沈渡を超音波破砕後, 一 部を用い て Bio-Rad プ ロ テ イ ン ア ツ
セイ で 蛋白定量 し, 残り の 懸濁液 に等量の 5 % 2- メ ル カプ ト ユ
タ ノ p ル 漆加 2×I.a e mmi i緩衝液(4 % S D S, 50 0mM Tris-H Cl
pH 6.8, 2 m M E D T ApH 8.0, 40 % グリ セロ
ー ル , 0.02 % プロ ム フ
ェ ノ ー ル ブ ル ー )を加え, 1 ×La e mi i埴衝液, 2.5 % 2- メ)L/ カ
プ ト エ タ ノ ー ル と した もの で 各細胞抽出液 の 蛋白濃度 が等 し
く な る よ う に調整 し, 5分 間の 煮沸後急冷 して 泳動サ ン プ ル と
した . 総蛋白 と して2 5lユgをS D S-P A G E後, ポ リ 弗イヒビ ニ リ デ
ン(polyvinylide diflu oride, PVI)F)膜Im m obilo n-P(M illipo r e,
Bedford, US A) に 転写 し た. 転写後, PV D F膜 を5 % ス キ ム ミ
ル ク , 1 % B S A, 0.5 % ツ イ ー ン ー 20(Bio-Rad) を含 む P B S中
で 室温3時間 ブ ロ ッ キ ン グ後, 抗A M Fレ セ プ タ ー 抗体 3
1}) (ラ ッ
トモ ノ ク ロ ー ナ ル IgM: 群馬大学医学部整形外科学講座 , 渡辺
秀臣講師 より恵与) と反応させ た . 二 次抗体 に は 西洋 ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 ラ ッ トIgM 抗体 (Zym ed, Sa n
Fr an cisc o, US A)を用 い た. 抗原抗体反応終了後, 0.5 % ツ イ ー
ン M 20 を含 むP B S で 1 5分間, 6回洗浄 して E C L(Am e r sha m)
で 発光させ Ⅹ線 フ イ ル ム を感光さ せ た .
Ⅴ . 統計学的分析法
2群間の 有為差はStude nt の t検定 を用い て 判定 し, 測定値 は
す べ て 平均値 ± 標準偏差 F ± S D)で 示 した .
成 績
Ⅰ. 金 コ ロ イ ド法に よる細胞運動能 の測定
1. 血清添加培地 にお ける 運動能
1 0 % F B S加 イ ー グ ル M E M培地 で の 各期胞 の 運動面積 は ,
O S C 20細胞で は 28.8± 14.1(× 100pmり(図2A), O S C 19細胞で
は43.6± 2 4.6(× 100um
2)(図2 B), H O C 313細胞 で は168.0±
98.1(× 100pmり(固2 C) であり, 浸潤様式が高度に な る に従い
高い 運動性を示 し た (囲3).
2 . 無血 清培地 に お ける運動能
一 方 , 0.1 % B S A加無血清 の イ ー グ ル M E M培地 にお ける 平
均運動面積 は , O S C 20細胞 で 16.9±7.1(× 100pm
2
), O S C 19
細胞で は1 5.0士 4.4(× 100u皿り で あ っ たの に対 し て , H O C 313
細胞で は106.0± 52.0(× 10011 m
2
) で , 血清添加培地 に比 べ る
とい ずれ も運動能は低下 し たが , H O C 313細胞 は無血清培地 に
お い て も高 い 運動能 を有 し て い た (図4).
Ⅱ . A M F の作用と発現
1. A M F お よ びA M Fレ セ プタ ー 発 現
A M Fm R N Aの 発現を解析す る た め , まず, H O C 313細胞ポ
リ(朗
十
R N Aを鋳型と し て ⅣトP C R法で 増幅され た コ ー デ ィ ン グ
域 を373 D N A シー ク エ ンサ ー 仏pplied Bio syste m s)で 確認した
Fig .2. P hagokin e sis oftu m o r c ells. Cells w e replatedo n
goldpa rticle-C O atedgla s s e s a nd in c ubated in Eagle
rs M EM
with lO% F B S. Afte r adhe sio n, Cells w e rein c ubatedfo r20hr･
andthen c ell m otility w a s m e a su r ed as de s cribed u nder
Materials and M ethods. 仏)O S C20,(B)O S C19c ells, and(C)
H O C313c ells. Typicalphotographs ar ePre S e nted. Scalebar
indic ate slOOFL m .
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と こ ろ塩基配列 は ヒ トA M Fエ キ ソ ン の 配列 と 同
一 で ある こ と
が確認さ れ た. こ れ を プ ロ
ー ブ と し て ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ
リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行 っ た と こ ろ, い ず れ の 細胞 に も2.O kbの
位置にA M FcD NA と強く ハ イ プリ ダイ ズす る バ ン ドを認め た.
また, H O C 313細胞 は約4.O k bの 位 置に も比較的強 い シ グナ ル
を認めた が , O S C 20細胞 と O S C 19細胞で は4.O kb の バ ン ドは































O S C 2 0 0 S C 19 HOC 3 13
Fig･ 3･ Qu a ntitativ e r epr e s e ntation oftu m o r c ellm otilityin
m edia withs e ru m. Cellm otility w a s m e a s u red asde sc ribed in
thelegendto Fig. 2. Atle ast月食yindividu algoldpa rticle一打ee
ar ea s w e re ra ndo mly s ele cted a nd m e a s u red. Ea eh c olum n





























O S C 20 0 S C 19 H O C 3 13
Fig･4･ Qu a ntitativ e repr e s entation oftu m o r c ellm otilityin
S e rum -fre e m edia. Cells were丘rstplated o nthe goldpa rticle-
CO atedgla s s e sin Eagle
ls M E Mc o ntaining l O% F B S. Afte r
adhe sio n, Cells w e rein c ubated in Eagle
r
s M E Mc o ntaining
O･1% BS A･ T he n, fiftyindividu al phagokin etic a re a s w e竺
rando mly s ele cted a nd m e as u r ed. Ea ch c olu m n repre sents x



















Fig. 5. No rthe rnblot analysis of mR N A fo rA M F仏)and A M F
re c epto r(B)･
′
IV o Fl g ㈱ o r5 FL g (B) e a ch ofpoly(朗
+
R N As 血･O m thre e c a n c er cell lin e s w e reel ctr ophores ed a nd
tr a n sfe rr edto nylo n m e mbr a n e s. T he membranes were
hybridiz ed wi th
32p-1abeled A M FcD N A仏)orA M Fre c eptor
CD N A(B)･ ¶1 e m e mbr an e s w e re rehybidiz ed with β-a Ctio n
probe. 28S,28S R N A;18S,18S R N A.
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現量か ら補正 し, イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イザ ー B A S lOOO に て 4･O
k bの バ ン ド を 定 量 し た と こ ろ O S C 2 0: O S C 1 9:
E O C3 13= 00: 82: 429で あり, 無血 清下 で の 各細胞 の 運動能
の 程度 の 強 さ と 類似 して い た . A M Fレ セ プ タ
ー
m RN Aの 発現
は H O C 313細胞 と O S C 20細胞 で強く , O S C 19細胞 は弱か っ た
(図5 B).
2 . AM F蛋白 の 発現
免疫組織化学染色 に より, H OC 313細胞で は, 主 と して 培養
細胞 の 偽足棟突起 の 先端部か ら基部 にか けて A M F が顆粒状 に
集積 して 認 め ら れ , 核周囲も僅 か なが ら 染色 さ れ た (図6 B)･
一 方, O S C 20細胞 と O S C 19細胞 は抗 A M T抗体 で は 染色さ れな
か っ た .
3 . AM F レセプタ ー 蛋白 の 発現
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に より, A M Fレセ プタ ー 鹿p78) の 発
現 は H O C3 13細胞 は著しく高く , OS C20細胞 でも僅 か に検出さ
れ たが , O S C 19細胞で は特 に バ ン ドは認め ら れ なか っ た . また ,
1 50 k Daの 位置 に も抗 A M F抗体 と反応する バ ン ドが観察さ れ ,
そ の シ グ ナ ル 強度 は H O C313細胞 , O S C 19細胞, O S C 20細胞
の 順 であ っ た (図7).
Fig. 6. Stain for A M F. (A) Negativ e c o ntr ol･ Cells w e r e
tre ated withn or m alrab bitIgG. (B)A M Fstain . AntirA MF
polyclo n al rab bita ntibody (IgG) w a s u s ed a sthe prim a ry
antibody. A MF im m u n o r e activite s w e re m arked asgr an ular
pa rticle slo c aliz ed in pse udopodia(a rr o whe ads)･ Sc alebar
indicate slOFL m .
4 . G 6PIの 細 胞運動促進作用
A M F と同 一 の ア ミ ノ 酸配列を有す る G 6PI を培養液に添加し
た と こ ろ , H O C 313細胞 で は 濃度依存的に運動性が克進 し 100
単位/ml で約1.6 倍 と なり, G6 PI(M F) の 運動促進効果が確
認さ れ た . しか し, G 6PI に対す る O S C 20細胞 の 反応性 は低く,
約1.2倍 の 増 大が 認 め ら れ た にすぎな い . O S C 19細胞 に対する






Fig. 7. We ste rnblot an alysis of A M Frecepto r･ Cell lys ates
w e r e ele ctr opho re s ed o nS D S-7.5 %polya crylami de geland
tra n sfe rr edto P V D Fm e mbra n e. Im m u n o staining w a s c arried
o uta sde s cribedu nde rM ateriala nd Methods. A M 肝re c eptor
(卯78) w a s cleady m arked in OS C2 0and H O C 313 butn otin
O S C 19c ells. T he n atu re of 150 k Daprotein sthatre a ctedwith































G `PI (ロnits/ ml)
Fig. 8. P hagokin etic m otility oftu m or c ells e xpo sedto G
6PI･
Ce11s w e replated o n c olloidalgold-C O ated gla ss e sin Eagle
●s
M E Mc o ntaining lO% F B S, and in c ubated fbrl hrto adher
e･
r
rhen, C ells w e refurthe rin c ubated in Eagle
l
s M E Mc ontaining
O.1% B S Aa nd l, 10, OrlO O Units/mlofrab bit G 6PI for20hr･
Fiftyindivi du al ar e a S W e rem a Su red atr ando m･ ▲ , H O C31;
○, O S C 19;叫, OS C 20.
*
p<0･001v e rsu s co ntr ol wi tho utG
6PI･
★ ★




5. 抗A M F抗体 に よ る癌細胞の 運動抑制
G6PI仏M F) に よ る運動性促進が著明 に認め られ た H O C313
細胞を 剛 -, ウサ ギ抗 A M 旧抗体 IgG 分画の 存在下 に細胞運動
能を測定 した と こ ろ , H O C 3 13細胞 の 平均運動面積 は4 6.0 ±
11.6(×100pm
2
) と なり, 抗体を添加 し ない 場合の 平均運動面
積の 98.7± 32.3(× 100pmり と比較 し て50 %以下 に運動が抑
制され た. また , 陰性 コ ン トロ































0.1 % B SA No r m al IgG Ant トA MF
Fig. 9. EfEe ctofa ntiA M Fa ntibody o nthe motility of H O C 313
C ells･ Ce11m otility w a s a ss ayed in Eaglers M E Mc o ntaining
O･1% B SAa nd 8.8FL g/ml antirA M Fpolyclo n alantibody(IgG
fractio n)o r equ ala m o u ntsfofn o r m al rabbitIgG.
★
p<0.001
V er Su S C O ntr OIwith O.1% B S A. * * p<0.0 01v e r s u s n o r m al
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Fig･10･ Che m otaxis to wa rd H G F. Fi卸 ･tho u s a nd tu m o r c ells
W er es e eded in the up per cha mbe r of Tr a n s w ell in Eagle-s
M EM c o ntainingO.1% B S A. Re c o mbin a nthu m anH G F/S F
W aS ad ded in thelo w e r cha mbe r a s a che m o attr a cta nt at
CO n c entratio n s of O.5, 5, 250 r50ng/mlin Eagle.s M E M
CO ntainingO.1% B S A. Ce11s w e reincubated for9 hr, and then
the c ells thatpe n etrated 8FL m PO r e
- Siz ed Blterand re a ched
thelo w e rcha mbe r w e r e c o u nted u nde r mic r o s c ope in
r ando mly sele cted 30 individu al fields. ▲ , H O C313; ◎,
O S C19;鞠, O S C 20. * p<0.00 1v e rs u s c o ntrol wi tho utH G F. ･ ･
P<0･001v e r s us c o ntrol. Valu e s ar epre se nted a s盲 ± S D
(n岩30).
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用 い た場合 の 平均運動面積 の 74.8± 26.8(× 10 0pm
2
) と比較 し
て もそ の 60 %程度 に運動が抑制さ れ て い た (図9).
Ⅲ . H G F, Fn , Vn の 細胞運動能促進効果
H G F に対す る細胞遊走能を測定 した と こ ろ, HO C313細胞 と
O SC20細胞 の 走化性 は と も に 濃度依存性 に増大 し , 特 に
H O C 313細胞 の 遁走性克進 は顕著 で あ っ た . しか し, O S C 19細
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Fig. 11. Che m otaxisto w a rd fibr o n e ctin (Fn) and vitr o n e ctin
OTn)･ Fifty-tho u sa ndtu m o r c ells w e re s e ed d in tll e up per
Chambe r, a nd 50FL g/mlof Fn o rl OOFL g/mlof Vn were
added a s che m o attra ctantsin thelo w e r cha mber. Cells that
had pen etrated the 8 p m po re
- Siz ed filte r w e re c o u nted in
ra ndo mly s ele cted 30-fields. 闘 , O S C 20; 閻 , O S C 19; 凶 ,
H O C 31 3. N D, n Otdate rmined. Valu es a repre s ented a s貢 ±
S D(n=30).
Fig. 12. A m e cha nis mforthe highm otility a nd in v a siv e n es s of
4 D-type o ralsqu a m o u s c ar Cin o m a c ells. 4 DNty pe C an C er C ells
like H O C3 13m ay migr atein r e spo n seto a uto crin e m otility
fa cto r仏M F) produ ced by the m s elve s, tO hepato cyte gro w血
fa cto r(HGF)de riv ed fro m n eighbo ringfibr oblasts a nd to
丘br on e ctin (Fn) and vitr onectin (Ⅵl)pre s e ntin the peripheral
Site s of thetu m o r n e st.
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す る遊定性 は H O C3 13細胞と O S C 19細胞 で認め ら れ た . 特 に
H O C3 13細胞 は い ず れ に対 Lて も高 い 応答性を示 し, 多数の 細
胞が 下 層チ ャ ン バ ー に 移行 した . O S C20細胞は Fn , Vn の い ず
れ にも反応を示 さな か っ っ た (図11).
考 察
金コ ロ イ ド法 は, 創bre cht,Be uhler ら
41)
に よ っ て 最初 に報告
さ れ た細胞の 運動能 を培養系で計測する方法で , 細胞の 運動面
積 の 記 録 に よ り 方 向性 を 持 た な い ケ モ カ イ ネ シ ス
(che m okin e sis) を定量するもの で ある . こ の 方法で 認識 さ れ る
腫瘍細胞 の 運動能 は そ の 転移能と よく相関 し
l-
, 腫瘍 細胞 の 産
生 する運動因子 の ア ツ セ イ に も活用 され てい る. 本研究 に お い
て , 金 コ ロ イ ド法で 浸潤様式 の 異 な る3種類の 口 腔扁平上 皮癌
細胞株 (図1A且 C) の 運動能 を測定 した と こ ろ , 血清存在 下 で
の 運動能 は , 浸潤様式が高度 である ほ ど癌細胞の 運動能も高い
こ と が示 さ れ た (図2, 3). また , H O C 313細胞 は無血清下 で も
高い 運動能 を有 して い た (図4) こ と か ら, 自己分泌型 の 運動促
進因子を産生 し て い る 可 能性 が示唆 さ れ た . Isbis aki ら
26)は ,
H O C 313細胞 が A M Fレセ プタ ー を多量 に発現 し て お り, ま た
A M Fの 活性を阻害す る百 日咳毒素を作用 さ せ る こ と に よ っ て
H O C 313細胞 の 運動能 が低下 した こと か ら , H O C 313細胞の 運
動を促進す る国子 はA M F で はない か と予測 し て い た . 本研 究
に お い て , A M F と同 一 ア ミ ノ酸配列を有す る G 6 PI を作用さ せ
た と こ ろ, 4 D型 の ⅢO C 313細胞 は濃度依存的 に運動性 が克進
し た ( 図8). さ ら に , 抗 A M F抗体 に よ っ て 無血情状態 で の
H O C 3 13細 胞 の 運動性 が抑制 さ れ た (図 9). し た が っ て ,
H O C 313細胞の 高浸潤性 の 少なく とも 一 部 は 自ら が 産生 ･ 分泌
す るA M F に よ るもの と結論 さ れ た . A M Fを含め自己分泌型 の
運動促進因子の 報告 は これ まで い ずれ も悪性黒色腫 や腺痛由来
の もの で あり, 扇 平上 皮痛が自己分泌型 の 運動促進因子 を産
生 ･ 分泌 して い る こ と を実証 し た の は 本研究 が初め て で ある .
A M Fの mR N Aの 発現を ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法で検討 した と こ ろ ,
H O C 3 13細胞で特 に強く A M Fm R N Aの 発現 が 認め ら れ , ま た
A M Fの 免疫組織化学染色に よ っ て H O C31 3細胞 の み で偽足突
起部 に M F蛋白の 局在が確認 さ れ た ( 囲6 B). ま た 旭 F レ セ
プ タ ー gP7 8蛋白の 存在量 は HO C31 3細胞 ≫ O S C 20細胞 ≫
O S C 19細胞 であり (図刀, G6PIに対す るそ れ ぞ れ の 細胞 の 反応
性(図8)と よく 一 致 して い た .
本研 究で 行 っ た A M Fm R N Aの 解析で は, い ず れ の 細胞 に お
い て も2.O k bの バ ン ドが 認め ら れ た の に 対 して , HO C 313細胞
だけ は4.O kbの 位 置 に も強 い バ ン ドを認 め (図5 A), こ れ が
A M F蛋白量 と よく相関 して い た . 最近, A MF, G6 PI とニ ュ
ー
ロ ロ イ キ ン が 同 じ単 一 遺伝子 に由来す る蛋白産物 である こ と が
明ら か に さ れ た
㍊｣ Hallbo ok ら45)は , ニ ワ トリ ニ ュ
ー ロ ロ イキ
ン の ノ ー ザ ン プ ロ ッ トで も2.5 kt)と4.O kbの 2つ の位置 に バ ン
ドを認め , 4.O kbの バ ン ドは神経組織 に発現 しや すい と 報告 し
てい る. 2.O kbと4.O k bの 違い は現在 の と こ ろ明 らか で は な い
が , 2.O k bm R N A はハ ウ ス キ
ー ピ ン グな転写単位 と して G 6 PI
を コ ー ドし, 4.O kbmR N A が A M F/ ニ ュ ー ロ ロ イ キ ン を コ ー
ドし てい る可能性が考え られ る .
一 方 , A M F レ セ プ ター の 発 現 は , m R N Aレ ベ ル で は
H O C 3 13細胞と O S C2 0細胞 で強く, O S C19細胞 で弱く認 め ら
れた (国5B). 蛋白 レ ベ ル で は , 抗 AMF抗体と反応する78 k Da
の 蛋白 短p7 8) は H O C 313細胞で最も多く , O S C 20細胞 で少 な
か っ た が , O S C 19細胞で は 認め られ なか っ た . マ ウ ス 悪性黒色
腫で は, A M Fレ セ プ タ
ー の 発現 は高転移株 の ほ うが 低転移株
より低 い と の 観察 か ら , 腫瘍細胞の 運動能 はA M Fレセ プタ ー
の 量よ りも細胞 に お ける レセ プ タ ー の 分布状態や後 レ セ プタ ー
シ グナ ル 伝達経路 の 違い に 関連 して い る の で は な い か と の 可能
性も示唆 さ れ て い る
46)
. しか し, 本研 究 の 結果か ら は , A M F
レ セ プ タ ー 蛋 白の 発現量 が G 6PIを作用さ せ た際 の 各細胞の 運
動促進効果 (図7, 8) に よく相関 して い た こ とよ り, A M F に対
する各細胞 の 応答性の 相違 は レ セ プ タ ー 蛋白 の 存在量の 差によ
る もの と 考え られ た. と こ ろで , 宿主 由来 の 運動促進因子とし
て は , S F/ HGF が線維芽細胞 より分泌 さ れ , 多く の 上 皮系正
常細胞や癌細胞 の 運動性を傍分泌的に克進さ せ る こ と が 多く報
告 さ れ て い る 12)13】47)
4鋤
. また A M F は細胞 に偽足形成を誘導し,
そ の 部分 で ラ ミ ニ ン 受容体 や Fn 受容体 の 数が 増す こ と が知ら
れて い る
l)
. 筆 者 は 巨 艦 瘍先進部 に お い て は周囲の 線維芽細胞
か ら の 傍分泌型因子 や細胞外 マ トリ ッ ク ス に よ る細胞運動 へ の
影響が 大きい と考えら れ る こ と か ら , ト ラ ン ス ウ ェ ル ･ チ ャ ン
バ ー を用 い て こ れ ら 因子 の各細胞 の 遊走性 へ の 影響を検討し
た . そ の 結果 , S F/ H G F は H O C31 3細胞 と O S C 20細胞 の 遊走
性を濃度依存的に先進 させ た ( 図10). こ れ に対 し, O S C19細
胞の 遊走能 はS F/ H G F に より影響を受け な か っ た . また,
ⅢO C 31 3細胞 は Fn お よ び Vn に よ り顕著 な遊走性克進を示し
(図11), こ の 細 胞が A M F だけで は な く, 他 の 運動促進因子に
村 して も高 い 感受性 を有 し て い る こ と が 示 さ れ た . 4 C型の
OS C 19細胞は A M F, SF/H G Fの い ず れ に対 して も感受性を認
め な か っ た が , Fn や Vn に 対 して 遊走性 を示 し た (図1 1).
O S C 19細胞 は 血 清存在 下 で は O S C2 0細胞 よりも高い 連動能を
示す (図3) こ と を考えあわ せ ると , 生体 内に お ける4 C型痛細
胞 の 運動能 は血清中に含まれ る他の 運動促進国子 や細胞外マ ト
リ ッ ク ス 成分 に よ っ て 制御 され て い る可 能性 が示唆さ れ た.
一
方, 3型 の O S C 20細胞 はJM F や SF/HGF の 濃度 に依存して若
干の 運動性 の 克進が認 め ら れ, こ れ ら の 運 動促進因子 に対して
感受性を有 し て い る こ と が 示 さ れ た (図8, 10). しか し, その
運動能は H O C 313細胞 に比 べ て 極め て 低く, Fn や Vn に対する
遊走性は ほ と ん ど認め られ なか っ た (図11). ま た , 血 清存在下
で もそ の 運動能 は3種 の 細胞の うち最も低く (図2, 3), 3型癌
細胞 は各種 の 運動促進因子 に対 し て 感受性が低 い と 考え られ
た.
以 上 の 結果 か ら , 口 腔扁平上皮痛で は痛 馴包の タ イ プ によ っ
て そ の 運 動能 が大きく異 な っ てお り , ま た 各種 の 運動促進国子
に対する感受性 にも差があ る こ と が判明 した . 筆者は , この よ
うな運動能の 遠い が 口腔扁平上皮痛 の 浸潤様式を左右する
一 因
で は な い か と 推察す る . 特 に高度浸潤癌 の 4 D型の 癌細胞では,
A M F などの 自 己分泌型運動促進因子を自 ら産生 ･ 分泌 し て運
動能を高 め る と と も に, ひ と た び 同質 へ 侵 入 す る と , S F/
HG F, Fn , Vn な どの 正常宿主組織由来 の 運動促進国子 によ っ
て さ らに 運動性が増強 され る た め, び 漫性 に深部組織 へ 浸潤し,
早期 に転移す る の で は ない か と考えら れ る (図12). 今後, こ の
ような自己分泌性ある い は 傍分泌性 の 運動促進因子 を分子標的
と した皮潤 ･ 転移抑制が痛治療手段 の 一 つ と なり得るもの と期
待 さ れ る .
結 論
浸潤様式 の 異 な る 3種類 の 口腔扁平 上 皮癌 由来 の 細胞株
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(OS C20, O S C19, H O C 313) を用い て細胞 の 運動能を比較検討
すると と もに , 当該運動能 を司る と考えら れ る 運動促進因子 に
っ き解析し た結果, 以 下 の 結論を得 た .
1 . 最も悪牲度 の 高 い 浸潤様式4 D型 に 分類 さ れ る H O C 313
細胞は, 浸潤様式3型の O S C 20細胞や4 C型の O S C 19細胞 に比
べ て高い 運動能を有 して い た.
2 . H O C 3 13細胞 は, A M F と A M Fレ セ プタ ー を コ ー ドす る
皿R NA お よび こ れ ら の 蛋 白産物を強く発現 して お り, ま た ,
瓜仰 の 濃度 に依存 して 運動性が克進 し, さ ら に抗A M f抗体 に
ょり運動能が中和 さ れ た こ と か ら, H O C 313細胞 の 高い 浸潤性
の少なく とも
一 部 は こ の 細胞自身が産生 ･ 分泌す るA M F に よ
っ て担わ れ て い る こと が 示 され た .
3 . H O C 313細胞の 運動 はS F/H G F, Fn , Vn によ っ て も促
進さ れ, 正 常宿主組織由来 の 運動促進因子 に対 して も高い 感受
性を有 して い るもの と 考え られ た .
4 . 4 C型 に分類 さ れ る O S C 19細胞 は , A M F, S F/ HG Fの
い ずれ に対 して も感受性を示さ なか っ た が , 血 清 や , Fn , Vn
により連動性 の 克進 を認め , O S C19細胞の 運動性 は血 清中に含
まれる他の 運動促進国子や細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分に よ っ て 制
御さ れて い る可 能性が示唆 され た .
5 . 3種の 細 胞 の う ち 最も悪性度 が低 い 3型 に 分類 さ れ る
O SC20細胞 は , A M F, S F/H G F に対す る感受性を有 して い た
が, こ れ ら 因子 に よ る運動性克進 の 程度 は低く , また Fn や Vn
によ る遊走克進 は認め られ なか っ た .
したが っ て , 以 上 の 結果 か ら , 口腔扁平 上皮癌で は癌細胞 の
タイプ によ っ て そ の 運動能 と各種 の 運動促進因子や細胞外 マ ト
リ ッ ク ス に対す る 感受性が異な っ て い る こ と が 明 らか に さ れ ,
その遠い が浸潤様式 に反映 して い る もの と 結論さ れ た .
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Key words a uto crine m otilityfact or,色bron e ctin , m Ode of in vasio n, Oralsqua m o us ce11c ar Cinom a, S C atterfact or
A bstra ct
Thepres entstudy w asc ondu ctedto clarifythe m echanism thatdete rmin esthe m ode of inv asio nofhu m a noralsqua mo u s
c e11carcino m as. T hree c e11 1in es deriv ed from hu m an oralsqua mou sc ellcarcin om as with differ e nt mode sof in v asion w ere
asayed fortheir abilitytom lgrate Orin v adein vitro ･ T he c ell lin es employedw e reH OC31 3, OSC 19and O S C 20c ells, Which
respectively de riv efrom or altu mo rs ofthe highe st(gr ade 4 D), high(grade 4C) and m oderat e(grade 3)in v a siven e ss, A
phagok
in e sis asay with goldpa rticlesdem on stra tedthat, a mOngthe three c ell lin es,the r ate of migrationin serum - C Ontainlng
m edia w as ranked in the follow lng O rder: H O C 31 3≫ O S C 19> O S C 2 0. In seru mfre e media, H OC31 3cells also exhibited
ahigh m otility r ate, Whe r easO S C 19 and OS C 20cells mlgrated to m u ch less e re x te nts, S ugge Stl ng thatthe H O C 31 3ce11s
produ c e mo tility
fa ctorsthat act on the mselv es in an a uto crin e m a ner･ Ne xt, the natu r eofthis a ctivity w asinves tlgated･
No rthernblota n alysis r e v ealedthat the gene codingfor aut o crin e mo tilityfacto r(A M F)w as extr em ely stro ngly e xpres s ed in
H O C 31 3cells;tW O PrOmine n thybridiz ng bands w ere dete cted at2･Oand4･O kb. On the otherhand, O SC19c e11s expre ssed
the2.O kbm R N Aspe cies atalow le v el, a nd OSC 1 9c e11shad ba relydete ctable a mo u nts ofA MF mR N A. A M Fpr otein sw ere
cle ar1y m arked byim m u nohisto chemicalstain lng With a nti
- A M Fa ntibodiesin HOC 3 13ce11s
,
but n otin O SC19a nd OS C 20
c els;theim m u n o r e a ctlV lty WaSloc aliz ed in ps e udopodiain agran ula rpatte rn. m R N Ae n c oding A M Frec eptor w a sdete cted
at ahigh le v el in H O C 3 1 3a nd OS C 2 0c ells, a nd atalow le v el in O S C 1 9c ells. In We stern blottlng, A M Freceptor proteins
(gp78)w eredete cted at a high le v el in H OC31 3c ells, at alow le v el in OS C2 0c e11s, a nd n otat allin O S C 19cells･ Relativ e
amo u n tsofthe A M Fand A M Fre c eptor pro tein sin thre e c ell lin e s w e rew ellco rr elated with their m otility r ates. T he
m lgratio n of HO C31 3c ellsin seru m -fre e m edia w asm a rkedlyblo cked by anti-A M Fa ntibodies. Fu rther, e X Ogen O u Sly ad ded
glucose6rphosphateis om e r as e, Which is kno wn to have the s a m e amino acidsequ ence as A M F, S tim ulated H O C 3 13ce11
m otilityl n adose
-depe nde nt ma n n e r. T he s e r e sultsindic ate thatA M Fw ouldatle a stpa rtly ac co u n tforthe high m oti1ity of
HOC 3 13c ells, a ndthisisthefirstde m o n str atio nthat squ a mou s carCin o m acellsproduc e an auto crin efactor thatindu c estheir
O Wn mOtility. T he pre s e nt study also es tablished the effe cts of hepato cyte gr o wth fa cto r(H G F)/s c atte rfa cto r(SF)a nd
extrac ellular m atrix c o mpon e nts s u ch a sfibro n e ctin and vitro n e c tin o n the che mo ta xis of the o ral squ a m o u s c ar Cinom a cells.
H G F/S Fstim ulated in ados edepe ndent m a nnerthe HOC 3 1 3c ellm lgr atio n thro ugh 8 pm pore siz ed filte rt o the highest
exte nt. O S C 2 0c ells e xhibited a moderate mlgratio ntow a rd H G F / S F, While O S C 1 9c ells didnotrespondto it. Fibron e ctin
and vitr o n e ctin w e re also fou nd to stim ulate the m lgr ation of H O C 3 1 3c ells . The m lgratio n of OS C19 c e11s was much les s
afftcted by fibro n e ctin a nd vitro nectin, a nd O S C 2 0c ellsfailedto re spo nd at a11. T he re s ults obtain ed s ugge st thatfo rhu m a n
Or alsqu a mousc ellc arcin o m a s,the gre aterthey e xpressA M Fa nd itsre c epto r, a ndthe highe rtheir r e spon siv e n es st opara crine
H G F / S Fandto e xtra cellular m atrix com pon e ntslikefibro n ectin and vitr o ne ctin the morein v a siv etheybec o m e･ T heprese nt
Study w o uldthu s s e e mt oexplain the ba sis ofthe in v a sion and m etas ta si of o ralsqu a mous c ellcar cin o mas･ T hesem otility
fact ors c a nthe r efo r ebe rega rded a spote ntial m ole c ula rtargetsin futu r etr eatm e nts ofthe s e sti11 1ift
-thr e ate n lng O r alc a n c e rs･
